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ヒト血清M蛋白のIgGH鎖サブクラスの型判定について
-高分解能アガロー スゲル等電点電気泳動法の分離と検出のための条件設定-
- 村 光 子･唐 下 博 子･崎 山 順 子･中 田 安 成･遠 藤 浩
IgGHeavy-ChainSubclassTypingofHumanSerum M-Protein
-Optimalconditionfortheseparationandthedetectionwithhighresolutionof
agarosegelisoelectrofocuslng-
MitsukoIcHIMURA,HirokoToHGE,JunkoSAKIYAMA,YasunariNAKATAandHiroshiENDO
IgGHeavy-ChainsubclasstypingofhumanserumM-proteinwereisoelectrofocussed(IEF)inagarose
gel,andthenthebandsoflgGweredetectedwithperoxidase-conjugatedanti-humanlgG1-4mono-
clonalantibodiesonthesameisoelectrofocussedagarosegelplate.
ThisIEFenzymeimmunodetectionpatternswerecomposedoffourtoeightdiscretebands(Therange
ofplwas6,0to9.0).
Thesebandsweredependentonimmunofixationbands.
ItwasveryspecificandcleartodetectthesubclassoflgGTypeM-proteininhumanserumusingthis
method.
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は じ め に
ヒト免疫グロブリン (immunoglobulin:Ig)
は,H鎖 (heavychain)とL鎖 (lightchain)
よりなる蛋白で,その一次構造H鎖の違いから,
クラス別 Ig (IgA,IgM,IgG,IgD,IgE)に分類さ
れる｡クラス別Igのなかには,さらにサブクラス
として分類される亜群があり,IgGにはIgG 1,
IgG 2,IgG 3,IgG4の4種類の存在が知られて
いる1)0
日常臨床検査では,電気泳動分析でM蛋白
(monoclonalprotein)が検出されると,M 蛋白
の確認のため,M成分のクラス別分類が行われる
が,サブクラスの型判定は行われていない｡これ
まで,臨床検査-の導入を目的としたM蛋白サブ
クラスの型判定の方法として,イムノブロット
法2)や免疫吸収電気泳動法3)が報告されている｡わ
れわれはこれらの方法とは別に,通常電気泳動法
とモノクローナル抗体の組み合わせによる検査室
岡山大学医療技術短期大学部衛生技術学科
で容易に実施できる方法を考案し報告したが4),
今回さらにこの簡易法を応用して,分離能に優れ
たアガロースゲル等電点電気泳動法による型判定
法を試み,分離と検出のための条件設定を行った｡
実 験 方 法
1.試料
免疫固定法でIgG型M 蛋白と同定された患者
血清 1ノJlを等電点用アガロースゲルフイルム上
に塗布した｡
2.等電点電気泳動法
1.0%アガロース液 (アイソゲルTM アガロー
ス,PharmaciaLKBBiotechnology)8.Omlにキ
ャリアアンホライト (アンホライン,Pharmacia
LKBBiotechnology)のpH3.5-10.5 0.7mlと
pH5-8 0.7mlとを添加混合し,ゲルフイルム
(Agafix,和光純薬工業)を用いて,0.5mm厚ゲ
ルプレー ト110×125mm を作製後,ゲルプレー
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ト上に患者血清 1/Jlを塗布 し,等電点電気泳動装
置 (Multiphor II System,Pharmacia LKB
Biotechnology)にセットし,200V 20分,300V
20分,400V lo牙,500V lo葺,600V 10分,700
V 5分 計75分間通電した｡
3.モノクローナル抗体によるサブクラス検出法
泳動終了後,ゲルプレー トを固定液 (メタノー
ル46nllと酢酸 8mlに純水 を加 えて100mlとす
る)に20分間浸した後,0.05%Tween20加TBS
級 (150mM NaCl加 20mM Tris-HClbuffer,
pH7.5)で5分間ずつ3回洗浄する｡
IgG 1 (POD標識抗 ヒ トIgG l抗体,Binding
SiteLtd.),IgG2 (POD標識抗 ヒ トIgG2抗
体,BindingSiteLtd.),IgG3 (POD標識抗ヒ
トIgG3抗体,ヤマサ醤油KK),IgG4(POD標
識杭ヒトIgG4抗体,ヤマサ醤油KK),それぞれ
のモノクローナル抗体20/JlをTBS液20mlと混
和 し,ゲルプレー ト上に注ぎ4℃一晩反応させる｡
反応終了後,ゲルプ レー トを0.05%Tween加
TBS液で5分間づつ3回洗浄する｡次にゲルプレ
ー トを発色液(0.03%4-Methoxy-1-Naphth-
ol加 TBS液100mlと0.03mlH 202加 メタノール
10mlの混和液)に浸し,発色バンドが確認できた
ら純水に移 し,反応をとめるとともに十分に洗浄
を行う｡
4.免疫固定法,たん白染色法
免疫固定法,たん白染色法,PIの測定は既報の
方法に従った｡ 5)
結 果
1.Fig.1にアガロースゲル等電点電気泳動法
によるM蛋白患者血清 (No.1-4),健常者血清
6 8 10 cm No,(6) pIM｡rk｡r
Figl･M-ProtelnPaternandpHCurve
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･No･(1)-(4) IgGType.1-Proじeln
No.(5) .Normal
ヒトJEILh71M訳｢IのIgGl鎖サ7'クラスのfFL'-!判延について
(No.5),pIマーカー (No.6)の等電点電気泳
動像を示す｡グラフはpIマーカ (No.6)に対応
するpHgradieltCurVeを示している｡pHcurve
と泳動像(No.1-4)から,M 蛋白はpI6.0-9.0
の間に泳動されており,M生山が4分両から8分
軸 二分離されている (Fig.1)0
2.Fig.2-Aに,杭ヒトIgG血清(Dakopatts
Co.Ltd.)によるM蛋l上1(No.1-4)と健常者(No.
5)の免疫同定像を/-IJiす｡これらの免疫固定像か
ら,No.1-4の患者血清のMZE白の分離像は,
lgG型であることが証明された｡Fig.2-Bは,ペ
ルオキシダーゼ (POD)標識モノクローナル抗体
によるIgG l,IgG 2,1gC 3,IgC 4の酵素免
疫検ILJ.像を′J寸 ｡IgGJTf.l･J_M 銭t′l(Fig2-A)のpI
JY-:に塵づ くIgGサブクラスの紳分画が特異的に
検出された｡
3.本泳動は分離後の POD標識モノクローナ
ル抗体を用いた酵素免疫検出法による,M銭｢Iの
IgGサフナクラス1-4の倹州感度について実験を
祈った｡
1.'l･=.Ul11 (｣(J豆17･小IgG濃度3.24g/dl)では,li'.署放
血Tf7-を対照に5倍から100十洋まで希釈 し,それぞれ
の検出像を比較した｡
本検出像 (Fig.3,IgG 1)では,60十だ希釈までは
判定可能であるが,40倍希釈までが鮮l列な泳動像
となっている
症例2 (血iI7HIllgG濃度1.83g/dl)症例 3 (血清
[1lIgG濃度1.90g/dl)症例 4 (血清中IgG濃度
1.llg/dl)についても,IgGと同様に患新原JnL粥
を対照に希釈による検出感度の実験の結米,lgG
2は16倍希釈,IgC 3では16化希釈,IgG 4では8
倍希釈までの希釈率において鮮lリJな検出像が糾ら
れた(Fig.3)｡これらの実験から,IgG 1-1gC 4
の検出粂作 としてlgG濃度に換節すれば0,1g/dl
に相当することから,血掛 目gG濃度が1.0g/dl
以上のM銭l′(であれば,分lEliが4-8分l叫の細分
Pljに分離されても,患 者｣flLhlH)～5倍の希釈粂作
の範囲で,鮮りJな検出像が得られることが糾った｡
アガロースゲルプ レ- トト.での患名Jr1L九一J'と
?
?
?
(5)
?? ? ??
No.(1)-(4) H-Protein
No.(5) Nomal
Fig,2-A.Immunoflxatlonpatern
F唱.2-ら.Enzymeimmunodetectionpattem
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Fig.3.SensitivitesfordetectionoHgGsubclass
POD標識モノクローナル抗体との反応時間は,1
時間,4時間,6時間,一晩と反応を行ったとこ
ろ,4時間以上であれば各分画の判定は可能であ
るが,一晩反応させた方がより鮮明な検出像 とな
ったことから,本法では一晩の反応時間とした｡
抗体については,500倍から2000倍希釈の濃度に
ついて検討を行った｡500倍希釈では発色時間は短
いが,バックグラウンドが膿染した｡2000倍希釈
ではバックグラウンドは着色されないが,分画が
確認されるまでの時間が長い事から本法では1000
倍希釈を選んだ｡使用した抗ヒトPOD標識モノ
クローナル抗体はBindingSiteCo.Ltd.(BDS
礼,イギリス)とヤマサ醤油株式会社 (日本)両
社の抗血清を用いた｡ただし,IgG lとIgG2に
ついては,BDS社のみの使用とした｡
考 察
免疫固定法によって同定されたIgG型M蛋白
の等電点電気泳動法によるサブクラスの型判定法
を試みた｡本法は通常アガロースゲル電気泳動法
とモノクロナール抗体を組み合わせた簡易法を,
高分解能を有するアガロースゲル等電点電気泳動
法に応用した方法である｡通常電気泳動法では,
IgG型M蛋白は1分画として分離されるが,本泳
動法はpI差の原理に基づ く分離方法であるため,
IgG型M蛋白は数分画に分離される｡また,血清
中に溶存するM蛋白濃度も,個体により不均一で
あり,本法による型判定法は分離と検出のための
厳密な条件設定が必要である｡分雛については,
アガロースゲル濃度と両性担体の混合割合 と通電
条件について実験を行った｡モノクローナル抗体
による検出については,抗原となる患者血清と抗
体の希釈により検出感度の実験を行った｡すなわ
ちアガロース濃度は通常1.0%から0.9%が用いら
れるが本実験では高分子IgG分離のため0.8%の
低膿度とした｡キャリアアンホライトはIgG免疫
固定分画像がplcurveのアルカリ側に泳動され
たことから2種頬の異なるPIの混合液 (pH3.5
-10.5,pH5-8)とし,電圧は200Vから700V
の低電圧から高電圧に徐々に電圧を上げ通電時間
は70分間とし,安定したpH curveとなるように
した｡試料は血清 1〝1を使用,モノクローナル抗
体は1000倍希釈 とした｡これらの本実験で設定し
た最適条件下では,免疫Bl定分画像をそのまま反
映 したIgGサブクラス分画像 を得 ることが出来
た｡
これまで,等電点分画のIgG型 M蛋白サブク
ラスタイピング法として,ポリアクリルアミドゲ
ル (PAG)を支持体 とした泳動法が報告されてい
る6)｡患者血清をPAG等電点電気泳動法で分離
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し,ニ トロセルロース膜に転写後,イムノブロッ
ト法でサブクラスの型判定を行う方法である｡わ
れわれはPAGの代わりに,PAGよりも高分子蛋
白の分離に優れた特性を持つ高分解能アガロース
ゲル7)を支持体として,等電点電気泳動法の実験
を行った｡患者血清を泳動後,泳動に用いた同一
のアガロースゲルプレー ト上で,直接モノクロー
ナル抗体を反応させる方法である｡本法は分離能
に優れていること,泳動に用いた支持体から別の
支持体-の転写を必要としないことなどにおいて
優れている｡しかしモノクローナル抗体との反応
時間が長いこと,抗体と患者血清との反応が常に
最適であるかなどに問題があり,今後多数例での
検討が必要である｡
IgGサブクラス型判定の臨床的意義については
モノクローナル抗体を用いて,悪性M蛋白血症の
IgG1-4の定量8)や二峰性M蛋白血症のサブク
ラスの型判定9･10)などが報告され,その治療,予後
との関係について検討されている｡本法のpI差に
基づ く分画像のIgGサブクラス型判定法は,患者
血清が集中する臨床検査室での,詳細を免疫学的
解析のための一手法として有用であると考えるO
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